
Magyar Néphadsereg Egészségügyi Szolgálata, Semmelweiss O rvostudom ányi Egyetem  K ór
élettani In tézet* , és I. sz. K órbonctani és Kísérletes R ákkutató In tézet**

Polimorfonukleáris granulocita-tumorsejt interakció 
hatása az aktív oxigéngyök produkcióra

Dr. Fűrész József orvos százados, Dr. Budavári István, az orvostudományok kandidátusa *

Dr. Schweitzer Katalin, Dr. Pál Katalin, Dr. Lapis K ároly**  

Kulcsszavak: tumorsejt, oxigéngyök

Érkezett : 1985. 07. 01.

Szerzők vizsgálták az alacsony (LLT) és a magas (LLT-HH) 
m etasztatizáló képességgel rendelkező tum orsejtek, valam int a tu 
moros és a kontroll állatokból származó PMN granulociták kemi- 
lum ineszcenciáját. M egállapították, hogy: 1. a vizsgált tumormodell 
esetében a tum orbetegség nem változtatja meg a polimorfonukleáris 
granulociták kem ilum ineszcenciáját; 2. a tum orsejtek aktivált zy- 
mozán hatására a polimorfonukleáris granulociták kem ilum ineszcen
ciáját meghaladó fényt em ittálnak; 3. nincs összefüggés a kemilumi- 
neszcencia mértéke és a m etasztatizáló képesség k ö zö tt; 4. a 
tum orsejt és polimorfonukleáris granulocita együttes szuszpenzióban  
a kem ilum ineszcencia értéke a külön-külön mért értékek össze
génél kisebb. Ez részben aspecifikus kom petitiv  hatás, részben speci
fikus kölcsönhatás m ellett szól.

Az utóbbi évek vizsgálatai szerint a reaktív oxigéngyökök számos fiziológiás 
és patológiás folyamatban (arterioszklerózis, öregedés, carcinogenezis, sugárkárosodás 
stb.) döntő jelentőségű tényezőként jelentkeznek (9, 12, 13).

Kiemelkedő jelentősége van a reaktív oxigéngyököknek a szervezet fertőzések 
elleni védekezésében és a szervezet integritásának védelmében is. A fagocitózisra 
képes sejtek (polimorfonukleáris granulocita, monocita, makrofág stb.) ugyanis fel
ismerik, majd bekebelezik az idegen partikulát, és elpusztítják azt. Ez utóbbi (ún. 
killing) mechanizmusban az emésztő fermenteken kívül jelentős szerepet játszanak 
a fagocitáló sejtek által termelt erősen reaktív oxigén származékok (szuperoxid 
anion: 0 2_ , szinglet oxigén: 10 2, szuperaktív hidroxil gyök: .OH, hidrogénperoxid: 
H20 2, perhidroxilgyök: H02- ). Az aktív gyökök keletkezését a sejtek oxigénfogyasz
tásának nagyfokú növekedése, az ú.n. „respiratory burst” és a hexoze-monofoszfát
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sönt aktiválódása kíséri (5, 21, 23, 28). A további vizsgálatok során kiderült, hogy 
a fagociták nemcsak a bekebelezett sejteket képesek elpusztítani ezzel az oxigéntől 
függő mechanizmussal. Először N a th a n  (15, 16) írta le, hogy a fagociták extracellu- 
láris citotoxicitásában szerepe van az oxigén-dependens folyamatoknak. Az oxigén- 
dependens killing során (vagyis ahol a célsejtet valamely aktív oxigéngyök pusztítja 
el) a fagocitáló sejtek fényt emittálnak. Ez az ún. kemilumineszcencia (KL) jelensége, 
amely a redukált oxigén gyökök által aktivált carbonyl csoportok relaxációja során 
jön létre. Ily módon a KL mérése lehetővé teszi az oxigén-dependens killing mecha
nizmus érzékeny monitorizását anélkül, hogy a sejtet károsítanánk (1,2, 24). A fago- 
citózisra képes sejtek, köztük a polimorfonukleáris (PMN) granulociták (a hagyomá
nyos nómenklatúra szerint ezek az érett granulocitáknak felelnek meg) is jelentős 
szerepet játszanak a tumor elleni védekezésben. Számos adat szól amellett, hogy 
ebben a folyamatban is kulcsszerepe van a szuperaktív oxigén származékoknak (6, 
10, 11, 15). Ugyanakkor lehetséges az is, hogy a tumorsejtek által termelt szabad
gyökök szerepet játszhatnak a tumor invazivitásában és a metasztatizáló képesség 
kialakulásában (3, 8, 22, 27).

Ilyen meggondolásból vizsgáltuk a C57B1/6 egértörzs PMN granulocitáinak és 
az ebben a törzsben fenntartott, eltérő metasztatikus potenciállal bíró Lewis Lung 
tumorszubpopulációk (LLT és LLT-HH) sejtjeinek kemilumineszcenciáját. (Az LLT- 
HH a LLT-ból szelektált megnövekedett metasztatikus képességű tumorvonal.) 
Vizsgáltuk, hogy milyen szerepet játszanak a szuperaktív 0 2 származékok a tumor
betegség patogenezisében.

Az alábbi kérdésekre kerestünk választ:
1. A tumorbetegség során megváltozik-e a PMN granulociták szabadgyök ter

melő képessége, 8 ez kapcsolatban van-e a tumor metasztatizáló képességével? 2. Ter
mel-e szuperaktív oxigéngyököt a tumorsejt és ha igen, összefügg-e ez a képessége 
a metasztatizáló képességgel ? 3. Miként befolyásolja a szabadgyök képződést a PMN 
granulocita-tumorsejt interakció.

Anyag és módszerek

T u m o r s e j t  n y e r é s e :

A tumorvonal szelektálása, illetve fenntartása P á l  é s  m u n k a tá r s a i  szerint történt 
(19). Beltenyésztett C57B1/6 egér hátsó lábának izmába 10® LLT és 105 LLT-HH 
tumorsejtet injektáltunk. Az állatokat a 7. és a 10. napon öltük le. A tumort sztereo- 
mikroszkóp alatt izoláltuk, és TC 199-ben aprítottuk. Az aprítékot négyrétegű gézen 
átszűrve 1,08 g/cm3 sűrűségű Percoll (Pharmácia) grádiensen centrifugáltuk (1000 
ford/min, 10 perc), a sejtszámot 5 x  lOVml-re állítottuk be Dulbecco pufferben. A sej
tek életképességét 0,1%-os eosin oldatban vizsgáltuk.

P M N  g r a n u lo c i ta  n y e r é s e :

Tumoros és kontroll állat peritoneális üregébe leölés előtt 6%-os dextrán (Ms: 
200—300 000, Serva) oldatot injiciáltunk, s a peritoneális folyadékot 2 óra múlva 
leszívtuk. A sejteket kétszer mostuk Dulbecco pufferben (1000 fordulat/min, 10 perc), 
a sejtszámot*5 X lOVml-re állítottuk be a fenti oldattal.
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Opszonizálás:

Ez a partikulum „jelző-fehérjével” történő jelölése, mely elősegíti a fagocita 
és a részecske kapcsolódását. A komplement rendszer aktiválása, s ezáltal a zymozán 
Cjb-opszoninnal történő jelölése céljából 2 ml kontroll egér szérumot 30 mg zymozán- 
nal (Sigma Chemie. Co. St. Luis) inkubáltunk 30 percig 37 °C-on 30 ml Dulbecco 
pufferben. Centrifugálás után (900 ford/min, 5 perc), az üledéket 30 ml-re hígítottuk 
Dulbecco pufferben.

K e m ű u m  in e s z c e n c ia :

Meghatározása V a n  D y k e  módszerével történt (26). A mérést Intertechnique 
LM—40 típusú folyadék scintillációs számlálóban végeztük. Az aktivált zymozán 
szuszpenzióhoz 2 ml, 6 mmol-os (10 mg%) luminol (Sigma Chemie. Co.] St. Luis) 
törzsoldatot adtunk. A mérési elegy 1 ml tumor szuszpenziót, 2 ml zymozán szusz
penziót és 1 ml Dulbecco puffert tartalmazott. A tumorsejt és a PMN granulocita 
KL-jának egyidejű mérésénél az 1 ml Dulbecco puffert nem tettük a mérendő elegy- 
hez. A kemilumineszcenciát foton/0,4 min/öXlO5, illetve 106 sejtre adjuk meg.

A statisztikai összefüggést Student-félc kettős t próbával vizsgáltuk.
105 FOTON/0,4 mm 
/  5.105 SEJT

1. ábra. Tumoros rs kontrol tállal l>úl származó //olimorfonukleáris íjrumdocilák 
kemilum ineszcenciájának időbeli lefutása

Eredmények

A kontroll és a tumoros állatokból izolált PMN granulociták opszonizált zymozán 
indukálta KL-ja hasonló időbeli lefutást mutat ( 1  s z .  á b r a ) .

Opszonizált zymozán jelenlétében az alacsony metasztatizáló képességű LLT és 
a magas metasztatizáló képességű LLT-HH variánsokból származó tumorsejtek 
luminol jelenlétében mérhető KL-t mutatnak. A KL időbeli lefutása hasonló a PMN 
granulociták KL görbéjének lefutásához ( 2 .  s z .  á b r a ) .

összehasonlítva az egyes sejttípusok KL-jának csúcsértékét azt látjuk, hogy a 
tumorsejtek opszonizált zymozán hatására szignifikánsan nagyobb KL-t produkál
nak, mint a PMN granulociták (p<0,05). Nincs különbség ugyanakkor az LLT és az 
LLT-HH vonalak sejtjeinek KL-ja (p=-0,05), illetve a kontroll és a tumoros állatok
ból származó PMN granulociták KL-ja között (p>0,05) ( 3 .  s z .  t í b r a ) .
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IO 5 FOTON/ o ,  4  mm
/ 5 .  r o s  s e j r

2. ábra. Tumorsejtek kemilumineszcenciájának időbeli lefutása

jOS foton/ o , 4 mm

i  L L T  □  L L T - n n  M p m n g  W k P M N O  _L L T  L L T -n n

3. ábra. Tumorsejtek és polimorfonukleáris granidociták kemilumineszcenciájának
csúcsértékei

A tumorsejtek és a kontroll PMN granulociták, valamint a tumorsejtek és a tu
moros állatból származó PMN granulociták keveréke által produkált KL ugyanolyan 
időbeli lefutást mutat mint az egyes sejtek esetében ( 4 .  s z .  á b r a ) .

Az LLT sejtek és a kontroll PMN granulociták külön-külön mért KL-jának 
összege 20%-kal magasabb, mint a két sejtpopuláció közös szuszpenziójának KL-ja, 
de a különbség nem szignifikáns (p>0,05). Az LLT sejtek és a LLT-os állatokból 
származó PMN granulociták külön-külön mért KL-jának összege 39,5%-kal maga
sabb, mint a két sejtpopuláció közös szuszpenziójának KL-ja, a különbség szignifi
káns (p<0,05).

Az LLT és a kontroll PMN granulocita közös szuszpenziójának KL-ja 32,3%-kal 
magasabb, mint az LLT és a tumoros állatból származó PMN granulocita keveréké
nek KL-ja, de a különbség nem szignifikáns (p>0,05) ( 5 .  s z .  á b r a ) .

Az LLT-HH és a kontroll PMN granulociták külön-külön mért KL-jának ösz- 
szege 20%-kal magasabb, mint a két sejttípus keverékének KL-ja, az eltérés nem
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IO5 F0T0A//0,4  mm 
/  1Qe SEJT

és tumorsejtek közös szuszpenziójának kemilumineszcenciája az idő függvényében

llllll PMNC tűülLLTg, PMNG PM
B a r  D p/ka/í -u t

5. ábra. 1‘olimorfonukleáris granulocita és L L T  sejtek közös szuszpenziójának  
kemilumineszcencia csúcsértéke a külön-külön mért értékek összegéhez viszonyítva

szignifikáns (p>0,05). Az LLT-HH sejtpopuláció és a tumoros állatból származó 
PMN granulociták külön-külön mért KL-jának összege 41,3%-kal, szignifikánsan 
magasabb, mint ugyanezen sejtek keverékének KL-ja (p<0,05). Az LLT-HH sejtek 
kontroll PMN granulocitákkal, ill. tumoros állatból származó PMN granulocitákkal 
együtt mért KL-ja között 35,3%-osszignifikáns különbség van (p< 0,05) (6. sz. ábra).

Következtetés

A PMN granulociták a mikroorganizmusok elleni védelem fontos láncszemét 
képezik. Ebben az antimikrobiális hatásban a reaktív oxigén gyökök szerepe bizo
nyítottnak vehető. A PMN granulociták ezenkívül jelentős szerepet játszanak a 
tumor elleni védekezésben is. A killing (a célsejtet elpusztító) mechanizmus részletei 
azonban nem teljesen tisztázottak. Számos szerző (6, 7,10) szerint az antitest mediálta
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6. ábra. Polimorfonukleáris granulocita és L L T -H H  sejtek közös szuszpenziójának 
kemilumineszcencia csúcsértéke a külön-külön mért értékek összegéhez viszonyítva

tumorkillingben jelentős szerepet játszanak a PMN granulocita által termelt szuper
aktív oxigén származékok. Ugyanakkor Bryant és Hül (4) nem tudta igazolni a „res
piratory burst” szerepét.

Jelen kísérleteinkben vizsgáltuk a tumoros és a kontroll állatból származó PMN 
granulociták és a Lewis lung tumor eltérő metasztatizáló képességű két vonalának 
KL-ját. Azt találtuk, hogy a peritoneális granulociták zymozán indukálta KL-jának 
lefutása, illetve a csúcsérték nagysága a kontroll és a tumoros állatból származó 
PMN granulociták esetében azonos. Ez azt látszik bizonyítani, hogy a tumorbetegség 
nem befolyásolja a PMN granulociták zymozán indukálta KL-ját.

Megmérve a tumorsejtek zymozán indukálta KL-ját azt találtuk, hogy mind 
az LLT sejtek, mind az erősen metasztatizáló LLT-HH sejtek képesek szuperaktív 
oxigén származékok termelésére, mégpedig jelentős, a PMN granulocitákét megha
ladó mennyiségben. Nincs azonban különbség a két eltérő metasztatizáló képességű 
tumor szubpopuláció sejtjeinek KL-jában. Ez amellett szól, hogy a tumorsejtek 
rendelkeznek az aktivált zymozán megkötéséhez szükséges C3b receptorokkal, s ezen 
keresztül képesek — a szuperaktív oxigén derivátumok segítségével — a velük inter
akcióba lépő sejtek és a szubsztrátok roncsolására. Ezen képességnek szerepe lehet 
az immunescape (a tumorsejtnek az immunvédekezés hatása alól való „kibújása”) 
és a tumor invázió jelenségében (17, 18, 20, 22).

A tumorsejt és a PMN granulociták együtt inkubálása során azt találtuk, hogy 
a mért KL érték kisebb, mint a külön-külön mért értékek összege. Feltehető, hogy a 
tumorsejt és a PMN granulocita között az aktív oxigén származékok produkciójában 
bizonyos fokú kompetíció jön létre. Hasonló következtetésekre jutott makrofág- 
tumorsejt közös szuszpenziója vonatkozásában Thomas és Fishman (24) is.

Ezen jelenségek pontos mechanizmusának tisztázására még további vizsgála
tokra van szükség, de úgy tűnik, hogy joggal feltételezhetünk egy aspecifikus és egy 
specifikus gátló mechanizmust. Az előbbi létezése mellett szól, hogy az LLT és a kont
roll PMN granulocita, valamint az LLT-HH és a kontroll PMN granulocita keveréke 
mindkét esetben 20% körüli KL csökkenést mutatott. A specifikus gátló mechaniz
must látszik alátámasztani az a tény, hogy a tumoros állatból származó PMN gra-
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nulocita és a tumorsejt keveréke LLT esetében alig haladja meg az LLT KL-jáfc, 
sőt LLT-HH esetében a két sejttípus együttesének KL-ja kisebb, mint az LLT-HH 
önmagában mért KL-ja.
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Capt. J .  Fűrész M .D .M .C ., L . Budavári M .D ., K . Schweitzer, K . P á l, K . L ap is M .D .D .Sc.:

EFFECT OF PMNG AND TUMOR CELLS INTERACTION  
ON TH E ACTIVE O X Y G EN E RADICAL PRODUCTION

The authors investigated chem ilum inescence (CL) of Lewis lung tum or cell line (LLT) 
and its subpopulation w ith  increased m etastatic capacity (LLT-HH) and chemiluminescence 
of polimorphonu clear granulocytes (PMNG) of tum orous and control animals. I t  has been found 
that 1. by the given model, the tum orous disease does not change the CL o f PMNG; 2. under 
th e  influence o f activated zym ozane, tumor cells show a higher light em ission than  the CL of 
PMNG; 3. there is no relation between the in tensity  o f CL and the m etastatic capacity; 4. tumor 
cells and PMNG in a common suspension give lower CL than  the sum of each separately. These 
findings are indicative o f a non-specific com petitive effect on one hand and of a specific inter
action on the other.
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BJIMRHHE B3AMMOHEHCTBMH nOJlHMOPOOHYKIIEPAHblX 
rPAHHyJIOUHTOB H OnYXOJIEBblX KJIETOK Hill nPOH3BOHCTBO 

AKTHBHOrO KHCJIOPOßHOrO PAJJHKAJIA

AßTopbi HCCJieaoBaJiH xeMHJnoMHHecneHUHio (XJI) onyxoJieBbix kjictok JIJ1T c hh3koíí h 
BbicoKok MeTacTaTHwecKofi cnocoÖHOCTbio h xeMHJUOMHHecueHHio noJiHMop<i)OHyKJieapHbix rpa- 
HHJiyOUHTOB O IM H D , B3flTbIX H3 XCHBOTHbIX C OnyXOJIHMH H H3 KOHTpOUbHblX XCKBOTHbIX. EblJlO 
ycTaHoßtieHO, hto 1. rrpH aaHHoii MOJiejjH onyxojm paxoBaa 6o;ie3Hb He H3MeHaeT XJI FIM H r; 2. 
no# #eftcTBHeM aKTHBHpoßaHHoro H3M03aHa onyxoneBbie KJieTKH H3JiyHatoT cbct 6oJiee CHJibHbifl, 
neM XJI n M H r; 3. HHTeHCHBHocTb XJI h MeTacTaTHHecKaa cnocoÖHocTb He noKa3biBaioT HHKaKOH 
B33HMOCTBH3H \ 4. onyxoneBbie KJiencH h IIM H r b oömeft B3BecH #aioT 6ojiee HH3Koe 3HaHeHae XJI, 
neM cyMMa xaacabix b oT#enbHocTH. 3 to CBH#eTenbCTByeT c o# hoh ctopohw o Hecneitn4)HHecKOM 
KOMneTHTHBHOM fleHCTBHH H, C #pyTOH CTopOHbl, O CnepH^HHeCKOM B3aHMO#eÄCTBHH.


